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RESUMO

Introducdo: Os adenomas pituitarios (AP) representam a terceira principal
causa de neoplasias intracranianas e cursam com elevada morbidade,
associada ao seu eventual comportamento agressivo. As proteinas VDACL,
VDAC2, BAK1 e BAX tém papel fundamental na regulacédo da apoptose e sua
expresséo tem-se demonstrada aumentada em tumores de esdfago, mama e
endométrio, com possivel correlagdo com o prognostico destas lesfes e de sua
resposta a terapia quimioterapica. A tumorigénese dos AP ndo € completamente
compreendida e o estudo de componentes fundamentais a apoptose pode
contribuir para a melhor compreensédo deste processo, em nivel biomolecular.
Objetivo: avaliar a expressdo génica de VDAC1, VDAC2, BAK e BAX e
relaciona-las a caracteristicas clinicas e imagenoldgicas de AP. Métodos:
Foram analisadas 117 amostras tumorais de pacientes submetidos a
hipofisectomia no HUUFMA em Sao Luis-MA. Dados epidemiolégicos e clinicos
foram obtidos de prontuarios e a invasividade tumoral foi avaliada através da
escala de Knosp atualizada. A partir do tecido tumoral, foi realizada extracdo de
RNA total e sua conversdo em cDNA por RT-PCR. A expressado génica foi
examinada por gPCR em tempo real. Usou-se tecido de hipdéfise normal como
calibrador, e 0 GAPDH foi utilizado gene de referéncia. O método 2~(-DDCt) foi
utilizado para analise da expressao. Resultados: A amostra foi composta por 48
homens e 69 mulheres, com média de idade 48,5 £13,2 anos. A maioria
representava macrotumores (65,8%), sendo o Adenoma N&o Funcionante o
mais prevalente (62,4%), seguido de Acromegalia (20,5%) e Doenca de Cushing
(17,1%). Os tumores menos invasivos foram os mais frequentes na amostra
(62,4%). Houve uma reducao significante da expressao de VDAC1 nos grupos
Acromegalia e Tumor ndo funcionante. A expressao de BAX apresentou reducao
significante nas trés apresentagdes clinicas investigadas. Verificou-se, ainda
hiperexpressdo de VDAC2 em tumores com crescimento pos cirurgia.
Concluséo: A subexpressdo de VDAC1 e BAX nos tumores avaliados neste
estudo pode ser um mecanismo de resisténcia a apoptose dos APs. A
hiperexpressdo de VDAC2 em tumores com crescimento pOs cirurgia pode
sugerir  um papel anti  apoptético desse gene nos APs.
Palavras-chave: Adenoma Pituitario, VDAC, BAX, BAK, Apoptose



ABSTRACT

Introduction: Pituitary adenomas (PA) represent the third main cause of
intracranial neoplasms and present high morbidity, associated with their eventual
aggressive behavior. The proteins VDAC1, VDAC2, BAK1 and BAX play a
fundamental role in the regulation of apoptosis and their expression has been
shown to be increased in esophageal, breast and endometrial tumors, with a
possible correlation with the prognosis of these lesions and their response to
chemotherapy. PA tumorigenesis is not completely understood and the study of
fundamental components of apoptosis can contribute to a better understanding
of this process, at a biomolecular level. Objective: to evaluate the gene
expression of VDAC1, VDAC2, BAK and BAX and relate them to clinical and
imaging characteristics of AP. Methods: 117 tumor samples from patients
undergoing hypophysectomy at HUUFMA in Sao Luis-MA were analyzed.
Epidemiological and clinical data were obtained from medical records and tumor
invasiveness was assessed using the updated Knosp scale. Total RNA was
extracted from the tumor tissue and converted into cDNA by RT-PCR. Gene
expression was examined by real-time qPCR. Normal pituitary tissue was used
as a calibrator, and GAPDH was used as a reference gene. The 2*(-DDCt)
method was used for expression analysis. Results: The sample consisted of 48
men and 69 women, with a mean age of 48.5 +13.2 years. The majority
represented macrotumors (65.8%), with Non-Functioning Adenoma being the
most prevalent (62.4%), followed by Acromegaly (20.5%) and Cushing's Disease
(17.1%). Less invasive tumors were the most common in the sample (62.4%).
There was a significant reduction in VDAC1 expression in the Acromegaly and
Non-functioning tumor groups. BAX expression showed a significant reduction in
the three clinical presentations investigated. Overexpression of VDAC2 was also
found in tumors that grew after surgery. Conclusion: The underexpression of
VDAC1 and BAX in the tumors evaluated in this study may be a mechanism of
resistance to AP apoptosis. The overexpression of VDAC2 in tumors growing
after surgery may suggest a anti-apoptotic role of this gene in PAs.

Keywords: Pituitary Adenoma, VDAC, BAX, BAK, Apoptosis
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INTRODUGAO

Os adenomas pituitarios (AP) sdo os tumores neuroenddcrinos mais
comuns da hipéfise e a terceira principal etiologia de tumores intracranianos, com
prevaléncia estimada em 89,1 casos por 100 mil habitantes(1). Atualmente, os
AP s&o classificados de acordo com o tamanho em micro (<1cm),
macroadenomas (=1cm) ou tumores gigantes (=4cm); e de acordo com a
fendtipo clinico gerado pela secregcdo hormonal, em: Corticotréficos,
Somatotroficos, Gonadotréficos, Tireotréficos, Lactotroficos ou Clinicamente Nao
funcionantes (2).

Apesar de sua natureza majoritariamente benigna, os AP apresentam
elevada morbidade, associada a hipersecrecdo hormonal e/ou aos sintomas
compressivos, que incluem sintomas visuais, cefaleia e hipopituitarismo (3).
Inumeros sistemas de classificacdo foram propostos para tentar predizer o
comportamento clinico dos AP, que podem apresentar caracteristicas de maior
agressividade, como alta capacidade de invasdo de estruturas adjacentes
(invasividade) , crescimento acentuado e/ou acelerado, tendéncia a recorréncia
frequente e falha aos tratamentos convencionais (4,5).

A Classificacao de Knosp modificada € a mais amplamente utilizada para
quantificar a invasividade dos AP, variando do grau 0 , com auséncia de invasao,
ao grau 4, com envolvimento completo da artéria carétida intracavernosa (6).
Cerca de 35% dos AP sao considerados invasivos, e podem ter dificil ressecc¢ao
cirdrgica, com ou sem curso agressivo(7).

Classicamente, marcadores como Ki-67 e p53 tém sido associados a
maior malignidade e agressividade dos AP. Contudo, publica¢cdes recentes
demonstram que nao € reconhecido marcador molecular com papel bem
estabelecido na patogénese da agressividade do AP (8,9).

O tratamento dos AP pode incluir resseccao cirurgica, medicagao e/ou
radioterapia e deve ser individualizado de acordo com fatores clinicos, como
idade e sexo, subtipo tumoral, caracteristicas de imagem, histolégicas e imuno-
histoquimicas, além da avaliagdo de marcadores moleculares (10,11).

O conhecimento crescente do papel da resisténcia a apoptose na
tumorigénese tem levantado interesse na descoberta de novos alvos

terapéuticos que atuem como indutores de apoptose e diminuam os mecanismos
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de escape desenvolvidos pelas células tumorais (12).

Os canais ibnicos dependentes de voltagem (VDAC) séo proteinas
localizadas nas membrana externa da mitocéndria (MEM) que participam da
regulacdo da apoptose mediada por proteinas pré apoptoticas da familia Bcl2,
BAX e BAK, e se expressam de maneira mais importante em células tumorais
(13) . A mitocondria tem papel fundamental na morte celular, controlada por
proteinas por BAX e BAK, que formam poros na MEM e sao alvos de muitos
agentes quimioterapicos (14).

Existem 3 isoformas de VDAC, estruturalmente semelhantes,
encontradas nas células de mamifero, que controlam o fluxo de metabdlitos
através da MEM, além de participar no controle de vias essenciais para o
metabolismo celular como a glicolise e a liberagdo de espécies reativas de
oxigénio (15).

VDAC1 foi identificado em maior nimero de células, tem maior
capacidade de transporte molecular e tem papel essencialmente pro-apoptético
(13). Em diversos tumores, a hiperexpresséo de VDAC1 ja foi demonstrada , com
repercussdes importantes no seu curso clinico (7,16).

VDAC?2 atua recrutando as proteinas BAK e BAX para a MEM e inibindo
a apoptose mediada por BAK, ao formar complexos com sua forma inativa (17).
Estudos tem demonstrado que a interacdo com VDAC2 é essencial para induzir
apoptose mediada por BAX, mas pode ser dispensavel para a apoptose mediada
por BAK.(18,19) A expressao de VDAC2 também se demonstrou aumentada em
alguns tumores e seu silenciamento levou a maior sensibilidade a quimioterapia
(20).

A isoforma menos abundante é VDAC3, que tem maior expressao em
espermatozoides e seu papel na génese de diversas patologias, incluindo
cancer, parece estar relacionado a via de sinalizacdo de Espécies Reativas de
Oxigénio (21).

A identificacdo de marcadores associados a agressividade dos AP
permanece um grande desafio da ciéncia atual. O desenvolvimento de drogas,
que tenham como alvo estes possiveis marcadores, surge como alternativa
promissora no arsenal terapéutico dos AP, assim como ocorre em outras
neoplasias.

Diante desde cenario, e notadamente em tumores agressivos, a analise da
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expressao génica de componentes fundamentais da apoptose, como VDAC,
BAX e BAK, pode auxiliar a compreensao da tumorigénese pituitaria e ensejar
novos alvos terapéuticos para os AP, contribuindo assim, para o tratamento
destas patologias.

Até a presente data, ndo evidenciamos estudos que avaliem de maneira
especifica a relagao entre a expressao de VDACs, membros da familia BCL-2 e

seu impacto clinico em AP.
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REFERENCIAL TEORICO

1. Glandula Pituitaria
1.1 Anatomia e embriogénese
A Glandula Pituitaria é a principal glandula endécrina do corpo humano,
com peso estimado em 500mg e 1,2 cm de tamanho em seu maior diametro,
esta localizada na sela turcica, na fossa hipofisial do osso esfenoide, e é
composta por 2 lobos com origem embrionaria distinta: anterior ou adeno-

hipdfise, e posterior (neuro-hipofise) (22).

Seio Cavernoso

Secgdo Coronal
Hipotise (glindula pituitaria)

Seio cavernoso ,Quiasma Sptico
Nervo oculomotor (Iil)

Nervo troclear (IV)

Artéria carotida
interna

Nervo maxilar [V2)

Nervo oftiimico (V1) T Artéria comunioante 2 N:q}‘
lasotarnge POS!A!IOI‘ - (%
Nervo abducente (V1) Selo astencidal

Figura 1. Anatomia da Hipdfise (Netter, 2011)

A adeno-hipdfise tem origem epitelial, no ectoderma oral e seu
desenvolvimento se inicia na 42 semana da organogénese fetal e envolve 3
principais etapas: a formagado da bolsa de Rathke, evaginagdo da bolsa de
Rathke e proliferagao celular e, finalmente, a diferenciagao celular, controlada
por diversos fatores de transcricdo, que por fim gerardo 5 tipos de células
enddcrinas especializadas, responsaveis pela produgédo hormonal da glandula:
gonadotrofos, corticotrofos, tireotrofos, somatotrofos e lactotrofos. A Neuro-
hipdfise é formada por prolongamentos axonais de neurbnios produtores de
Arginina-Vasopressina e Oxitocina, localizados nos nucleos Supraoptico e
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Paraventriculares do hipotalamo (23,24).

Em sua topografia, a Hipofise esta em contato proximo a importantes
estruturas da base do cranio: superiormente, o espacgo suprasselar contem o
quiasma Optico; lateralmente, os seios cavernosos contém as porgoes
intracavernosas da artéria carétida interna; e inferiormente, o assoalho selar é

formado pelo osso esfenoide e seios esfenoidais(25).

1.2 Fisiologia

A secrecao de hormdnios hipofisarios € controlada por neuropeptideos
adeno-hipofisiotroficos produzidos pelo Hipotalamo e conduzidos sistema porta-
hipotalamico a Hipofise anterior, onde se ligam a receptores de superficie desta
glandula (26). Participam também deste controle vias de sinalizagéo paracrinas
e autdcrinas, além do feedback exercido pelas glandulas-alvo, capaz de gerar
um complexo e integrado sistema de regulagdo hormonal em todo o organismo
(27).

Os horménios produzidos na adeno-hipdfise e sua agdo nas glandulas-

alvo estao descritos na Tabela 1.

Quadro 1. Horménios hipofisarios, peso molecular, glandula- alvo e suas

principais agoes / caracteristicas.

Hormonios hipofisarios
LH/FSH TSH PRL GH ACTH
Glandulas — | Ovario, Testiculo | Tireoide Glandula Figado, osso | Adrenal
alvo mamaria, (Ubiquo)
Gonadas
Efeitos Sintese e Sintese e | Produgao de | Produgéo de | Produgéo de
secrecao de Secrecgao | leite; IGF-I, glicocorticoide,
Testosterona, de Inibicdo do crescimento | aldosterona,
estradiol, T3eT4 eixo esquelético andrdégenos
Progesterona, Gonadal Contra
Puberdade, regulagao
ovulagao, das agdes
espermatogénese da insulina

(Adaptado de Elias, Rodrigues, Castro, 2007). Legenda: LH —horménio Luteinizante;
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FSH — Horménio Foliculo Estimulante; TSH — Horménio Estimulante da Tiredide; GH — Horménio
do crescimento; ACTH — Hormonio Adrenocorticotréfico; PRL — Horménio Prolactina; IGF-1 — Do
inglés: Insulin Growth Factor 1 ou Fator de crescimento semelhante a Insulina — Tipo 1; T3 —

Horménio Triiodotironina; T4 - Hormédnio Tiroxina.

1.3 Adenomas Pituitarios
1.3.1 Defini¢ao e Classificagao

Os AP, atualmente também denominados PitNets, sdo os tumores mais
frequentes da Hipofise e sdo provavelmente originarios da expanséo clonal de
células secundaria a mutagbes somaticas ou anormalidades cromossOmicas e
afetam as células neuroenddcrinas da Hipofise Anterior (1) .

De acordo com o tamanho, podem ser classificados em micro (<1cm),
macroadenomas (21 cm) ou adenomas gigantes (24cm). Estes ultimos
representam os tumores clinicamente mais relevantes e , geralmente,
manifestam-se por sintomas compressivos, como cefaleia, alteragdes visuais,
paralisia de nervos cranianos e até hidrocefalia (11).

Clinicamente, os AP podem ser classificados de acordo com a presenca
ou ndo de hipersecrecdo hormonal e o fendtipo resultante em 6 categorias:
Adenomas Somatotréficos (produtores de GH), Corticotroficos (produtor de
ACTH), Gonadotréficos (produtores de FSH/LH), Tireotréficos (produtores de
TSH), Prolactinomas (produtores de Prolactina). Os adenomas clinicamente Nao
Funcionantes (NF) s&o, em maioria, gonadotrofinomas sem expresséao clinica,
ou ainda, tumores pluri-hormonais silenciosos e mais raramente tumores null-
cell, a depender da avaliagédo imuno-histoquimica (28). Cerca de 1 a 2% dos AP
podem, ainda, apresentar mais de uma secregdo hormonal (11).

A OMS modificou a classificagao dos AP em 2022, incluindo a avaliacao
de fatores de transcrigao, avaliagdo imuno-histoquimica e o subtipo histolégico
(29).
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Quadro 2. Classificagdo dos Tumores Hipofisarios (Adaptado de

OMS,2022)

Tipo Subtipo

Fatores de
transcricao

Hormonios

Linhagem PIT-1

Tumor Somatotrépico Densamente granulado | PIT-1 GH, subunidade «
Esparsamente PIT-1 GH
granulado
Tumor Lactotropico Densamente granulado | PIT-1, ERa Prolactina
Esparsamente PIT-1, ERa Prolactina
granulado
Tumor mamossomatotrofico PIT-1, ERa GH (predominante), Prolactina,
subunidade a
Tumor tireotréfico PIT-1, GATA3 Subunidade o, beta-TSH

Tumor maduro pluri-hormonal
da linhagem PIT1

PIT-1,ERa, GATA3

GH (predominante)
Outros hormoénios da linhagem
PIT1

Tumor imaturo da linhagem PIT-1, (ERa, | Nenhum, ou =1 horménio da

PIT1 GATA3) linhagem PIT1

Tumor de células tronco PIT-1,ERa Células monomorficas produtoras

acidofilas de PRL (predominante) e GH

(variavel)

Tumor somatotroéfico e PIT-1,ERa GH, PRL (populagdes de células

lactotréfico morfologicamente distintas)

Linhagem T-PIT

Tumor corticotréfico Densamente granulado | T-PIT ACTH, outros derivados da POMC
Esparsamente T-PIT ACTH, outros derivados da POMC
granulado

Linhagem SF-1
Tumor Gonadotrofico
Tumores sem linhagem distinta

SF-1, ERa, GATA3

Subunidade a, LH, FSH ou nenhum

Tumor pluri-hormonal Multiplas Multiplas combinagbes em uma
combinagbes populacdo monomorfica
Tumor “null-cell” Nenhum Nenhum

Legenda: PIT-1: Fator de transcri¢ao pituitario-especifico; T-PIT: Fator de transcrigao T-box; GH:
hormondnio do crescimento; TSH: hormonio tireoestimulante; PRL: Prolactina; ERa: Receptor
de estrogénio alfa; SF1- Fator esteroidogénico 1; GATA-3: Fator de transcrigdo GATA tipo-3;
ACTH: horménio adrenocorticotrofico; POMC: Pré-opiomelanocortina; LH: horménio luteinizante;

FSH: hormonio foliculo-estimulante

1.3.2 Abordagem Terapéutica

Os objetivos do tratamento dos AP sdo a redugdo tumoral, com
consequente redugao dos sintomas compressivos associados, e controle da
hipersecregao hormonal e suas consequéncias clinicas (10,30).

Para a maioria dos tumores, o tratamento de primeira linha, eficaz para
ambos os objetivos, € a ressec¢ao cirurgica trans esfenoidal. Os prolactinomas

configuram exceg¢do por apresentarem boa resposta bioquimica e tumoral ao
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tratamento medicamentoso com agonistas dopaminérgicos e raramente
necessitam de abordagem cirurgica. (31) A cirurgia transcraniana representa,
atualmente, apenas 5% das cirurgias hipofisarias e € indicada em alguns casos
com extens&o intracraniana importante ou coexisténcia de doenca vascular (32).

Em tumores secretores de GH, além do tratamento cirurgico, o tratamento
medicamentoso com analogos de somatostatina (ex.: octreotida e lanreotida) e
cabergolina pode ser realizado de maneira complementar ou em alternativa ao
tratamento cirdrgico, quando contra indicado.(33) O Pegvisomant € um
anatognista do receptor de GH, sendo indicado como segunda linha da terapia
medicamentosa, especialmente indicado para tumores resistentes as
medicacgdes de primeira linha (34). O tratamento medicamentoso também € uma
opgao para o controle bioquimico na doenga de Cushing e inclui inibidores da
esteroidogénese, antagonistas de receptor glicocorticoide, cabergolina,
pasireotida, entre outros (35,36).

A radioterapia (RT) € outra modalidade terapéutica que tem ganhado
espaco no tratamento de AP agressivos, com o0 avango tecnolégico dos ultimos
anos e a escolha da técnica radioterapica deve levar consideragdo o tamanho,
proximidade a estruturas adjacentes e a infra-estrututura disponivel. (37) A
radiocirurgia estereotaxica € uma alternativa a RT convencional e permite a
administracdo de altas doses de radiagdo de maneira mais direcionada e tem
demonstrado taxas de controle tumoral acima de 90% em 5 anos (38).
Frequentemente, a RT resulta em destruicdo de tecido normal da hipdfise,
levando a hipopituitarismo, além de risco de neuropatia optica, disturbios
neurologicos secundarios e neoplasias (39).

A Temozolomida € um agente quimioterapico que tem demonstrado bons
resultados no controle bioquimico e tumoral, com baixa toxicidade e boa
tolerabilidade, e ganha espaco terapia complementar de AP agressivos e

carcinomas pituitarios. (40,41)

1.3.3 Agressividade e Invasividade

Comumente, os AP sao considerados tumores benignos, pois, diferentemente
dos carcinomas, n&do apresentam metastase a distancia. Contudo, até 10% dos
AP podem ter curso clinico agressivo, pela capacidade de crescimento e

refratariedade as terapias convencionais (3).
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Em 2004, a OMS classificou como agressivos os AP com alto potencial
de proliferagcao, quantificada pela presenca de indice Ki-67 >3%, elevado indice
mitotico e p53 positivo. (42) Troillas, em 2013, propds uma classificagao
clinicopatoldgica e adicionou o conceito de invasividade, avaliado pela presenca
de evidencia imagenonldgica ou histolégica de invasao local e graduou os
tumores em: 12 — ndo invasivo; 1b- ndo invasivo e proliferativo; 22- invasivo; 2b
invasivo e proliferativo; 3 — metastatico. (43) As caracteristicas clinicas foram
incorporadas a avaliagdo de agressividade dos AP pela classificagdo de
Dai,2016, que define AP refratarios pela capacidade de proliferagao, recorréncia
clinica e resisténcia a terapia, sem presenca de metastases. (44)

A mais recente classificagdo da OMS (2022) n&o apresenta um sistema
novo para graduagdo de agressividade dos AP, mas define subtipos
classicamente associados a pior curso clinico, com o Tumor de Células de
Crooke, variante agressiva dos adenomas corticotroficos. (29) Ja a classficiagado
de 2017 da OMS considera adenomas de alto risco, os tumores com alta
capacidade de proliferagao e invasividade radiolégica. (45)

O conceito de invasividade se refere a presencga de invasao a estruturas
adjacentes a sela turcica, como os seios esfenoidal e/ou cavernoso, e se
correlaciona a viabilidade de ressecgéo cirurgica do tumor, podendo ou ndo estar
relacionado a um comportamento agressivo (5). Os tumores da hipofise que
apresentam maior dissociagao entre estes conceitos sdo os AP secretores de
ACTH, que, em geral, sdao microtumores, portanto, pouco invasivos, mas
apresentam maior agressividade em seu curso clinico e apresentam elevada
taxa de recorréncia pos operatéria (46,47).

A classificagao de Knosp foi criada em 1993 para avaliar o grau de invasao
tumoral aos seios cavernosos, utilizando como pontos de referéncia linhas
imaginarias na artéria carétida interna (ACI) visualizadas a ressonéancia de sela
turcica (48).

A mais recente revisdo desta classificacdo, publicada em 2015, estabelece 5
categorias: grau 0 (sem invasdao ao seio cavernoso); grau 1 (tumor nao
ultrapassa a linha intercarotidea); grau 2 (tumor ndo ultrapassa linha tangente
lateral das ACI); grau 3 (tumor ultrapassa a tangente lateral e invade o
compartimento superior (3A) ou o compartimento inferior (3B); e grau 4 (tumor

envolve cicrunferencialmente a ACI) (6). A figura 3 representa a Classificagéo
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de Knosp (2015).

KNOSP 0

KNOSP 1

KNOSP 2

KNOSP 3 A

KNOSP 4

Figura 2. Classificagdo de KNOSP modificada, em representagdo grafica,
imagenoldgica (corte coronal em Ressonancia Magnética). Adaptado de KNOSP,
2015.

2. Apoptose

A apoptose é um tipo de morte celular programada, geneticamente
controlada, com papel essencial na evolugao dos seres vivos, atuando, desde o
desenvolvimento embrionario, até a senescéncia (49,50).

Varios estimulos, intra ou extracelulares podem dar inicio a apoptose:
ligacdo de moléculas a receptores de membrana, agentes quimioterapicos,
radiacao ionizante, danos ao DNA, choque térmico, reducdo de nutrientes e
niveis aumentados de espécies reativas do oxigénio etc.

Estes estimulos resultam em uma cascata de eventos moleculares e bioquimicos
que levam a morte celular por 2 principais vias: extrinseca e intrinseca (51-53).

A via extrinseca ¢ iniciada quando algum processo extracelular promove
a ativacado de receptores de membrana associados aos dominios de morte
celular. Estes receptores sao codificados por genes da superfamilia de
receptores do Fator de Necrose Tumoral (TNFR), sendo mais conhecido o
Faz/FasL.
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Na via intrinseca, a mitocdndria desempenha papel fundamental, uma vez
que o estresse oxidativo e danos ao DNA promovem a permeabilizacdo da
membrana externa da mitocdndria (MEM) pela ativagdo das proteinas BAX e
BAK, que formam poros na MEM, com consequente liberagcédo de citocromo C e
ativagao da via de proteinas efetoras e formagdo do apoptossoma, que, em
ultima analise, promovem a morte celular (54) .Este ultimo passo é comum a
ambas as vias apoptéticas e consiste na ativagdo das peptidases aspartato-
especificas dependentes de cisteinas (caspases), que podem ser de iniciagdo —

2,8,9 e 10- e caspases efetoras - 3,6 e 7. (55)
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Figura 3. Vias intrinseca e extrinseca da Apoptose. (Rodiguez-Gonzalez, Kobeh,
2023)

2.1 Membros da familia BCL-2
Como visto anteriormente, a permeabilizacdo da MEM é fundamental para
a apoptose mediada pela mitocdndria e as proteinas da familia BCL-2 sao

importantes reguladoras deste processo (56). Existem 20 membros de proteinas
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desta familia, que apresentam de 1 a 4 dominios de homologia BCL-2 (BH1,2,3
ou 4) e sao classificadas em 3 diferentes subgrupos: proteinas iniciadoras (BH3-
only), guardias (anti-aptoptoticas ou pro-sobrevivéncia) e executoras ( protepina
X associada a BCL2—- BAX — e antagonista/killer homoldgo a BCL-2 — BAK). (57)

Diversos estimulos intra e extracelulares ja mencionados promovem a
ativagao de proteinas BH3-only, que inibem os membros da familia BCL-2 anti-
apoptéticas e ativam BAX e BAK, as quais se oligomerizam e formam poros que
permeabilizam a MEM e desencadeiam a apotose.(58) Em células tumorais, a
hiperexpressao de proteinas BCL-2 pro sobrevivéncia e a subexpressdo de
proteinas pro apoptéticas ja foi demonstrada e se correlaciona a resisténcia a

resisténcia a diversos quimioterapicos.(59)

2.1.1 BAX ( proteina X associada a BCL2)

A proteina BAX é homologa funcionalmente a BAK e diferencia-se desta
por sua localizagcdo, primariamente no citosol, onde encontra-se como um
mondmero inativo em solu¢gdo com estrutura global, a-helicoidal, com destaque
para a hélice a9 (60). Sob influéncia de fatores extressores, BAX é ativada pelas
proteinas iniciadoras da apoptose (BH3-only) e recrutada para a MEM, onde
ancora-se através da hélice a9, forma dimeros que resultam na formacao dos
poros apoptéticos, dando inicio a cascata de eventos da via intrinseca da
apoptose (12,61).

O recrutamento e acumulo de BAX na MEM da mitocdndria € um ponto-
chave para apoptose mediada por BAX, que €, também, dependente de VDAC2
ou BAK para acontecer (18,19)

Estudos demonstraram que varias linhagens celulares tumorais
apresentam mutagdes com aumento da expressao de dimeros de BAX em sua
forma inativa no citosol, que impedem seu recrutamento e ativagao na MEM, o

que resulta na resisténcia ao tratamento antitumoral indutor apoptose (62) .

2.1.2 BAK (antagonistal/killer homoélogo a BCL-2)

A proteina BAK esta localizada na membrana externa da mitocéndria,
ancorada pelo seu dominio transmembrana C-terminal hidrofébico, e em
condi¢des normais, permanece em sua forma inativa ligada a proteina VDAC2.
(63)
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Assim como outras proteinas da familia BCL-2, a estrutura tridimensional
de BAK é globular, alfa helicoidal, sendo a hélice a9 permanentemente exposta
e ligada a MEM. (17)

A estrutura e funcdo de BAK e BAX sdo quase completamente
sobrepostas, e a interagdo de ambas € importante para seu funcionamento, pois
o tamanho das estruturas apoptoéticas de BAK demonstrou-se aumentado por
BAX, cuja cinética de montagem &, por sua vez, acelerada pela presenga de BAX
(64).

Apesar destas interagbes, contudo, estudos ja demonstraram que a
apoptose mediada por BAK nado é interrompida em células deficientes em
VDAC2 ou BAX, apesar da ja demonstrada redugéo da concentracéo de BAK na
MEM na auséncia de VDAC2 (19,65).

2.2 Canal de Anion Dependente de Voltagem (VDAC)

As mitocéndrias sdo organelas fundamentais para o metabolismo
energético, presentes nas células eucariontes e, sob controle de proteinas da
familia BCL-2, sdo capazes de induzir a apoptose. (66) Este processo ocorre
mediante a permeabilizagdo da membrana mitocondrial e depende da formacgao
dos poros de permeabilizagdo de membrana (PTP), compostos por 2 proteinas
transportados: VDAC - presente na MEM - e o translocador adenina-nucleotideo
(ANT), presenta na membrana interna da mitocondria. (67)

Os VDACs sao as proteinas mais abundantes da MEM e permitem o
transporte de eletrdlitos e metabolitos, como ATP e NADH (68). A entrada e saida
de Ca2+ da mitocrondria por VDAC é uma importante via de troca intracelular
deste ion, bem como de ATP, entre mitocondria e Reticulo endoplasmatico (RE).
(69)

Existem 3 isoformas de VDAC identificadas em células de mamiferos:
VDAC1, VDAC2 e VDACS3, com aproximadamente 75 % de similaridade
estrutural (Figura 5) (70,71)
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Figura 4. Representagao das trés isoformas de VDAC. (Maurya&Mahalakshmi,

2016)

VDAC1 é a isoforma mais abundante nas células de mamiferos, sendo
encontrada, além da mitocondria, na membrana plasmatica ou RE em diferentes
tecidos: neuronal, muscular, miocardico etc. (72) Dentre suas fun¢des celulares,
destacam-se o transporte de Ca++ , que controla a fosforilagdo oxidativa e a
homeostase mitocontrial; e o transporte de colesterol, acidos graxos e espécies
reativas de Oxigénio, funcionando como sensor de lipideos e contribuindo para
a agao da proteina reguladora aguda da esteroidogénese (STAR). (73,74)

Na apoptose, estudos ja demonstraram o papel de VDAC1 na
permeabilizacdo da MEM, ao formar oligbmeros com BAK/BAX ou como
oligbmeros de VDAC1 e sua hiper expresséo esteve associada a aumento da
apoptose em todas as células, exibindo papel pro apoptotico. (75-77)

Por outro lado, em estudos com células tumorais, VDAC1 parece estar
hiperexpresso e tem papel fundamental no metabolismo enérgico aumentado da
célula cancerosa, contribuindo para sua sobrevivéncia(75). A hiperexpressao de
VDAC1 foi associada a maior agressividade e menor sobrevida em varios
tumores, como mama, pulmdo e carcinoma hepatocelular, sendo este um
importante alvo terapéutico para a terapia antitumoral (78,79).

VDAC2, como ja citado anteriormente, € essencial para a apoptose
mediada por BAX, e atua como “localizador” para a fixacdo de BAX na MEM,
além de controlar a distribuicdo de BAX e BAK em células sadias (18). Porém,
estudos ja demonstraram que a apoptose pode ocorrer na auséncia das 3
isformas de VDAC, por outros mecanismos. (65)

A hiperexpressao de VDAC2 foi associada a reducdo da apoptose

mediada por BAK, uma vez que o complexo VDAC2-BAK impede a ativacao de
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BAK (15,80). Em contrapartida, CHIN et al., (2018) demonstraram que a
interacdo VDAC2-BAX estimula a apoptose mediada do BAX, contribuindo para
a resposta a agentes quimioterapicos(19).

VDACS3 ¢é a isoforma menos conhecida e seu papel € menos elucidado
(81). Esta localizada ao longo de toda a extensao da MEM, enquanto VDAC1 e
VDAC?2 estao restritas a uma regido da MEM. (82) Estudos tem demonstrado a
funcdo de transporte de Ca++ e ATP intracelular em VDAC3, e mutagdes
inativadoras de seu gene foram atribuidas a disfuncédo de espermatozoides (83).
Yagoda et al definiram a importancia de VDAC3, assim como VDAC2, como
possiveis sitios de ligacdo para o agente quimioterapico Erastina, que induz
células tumorais a morte por extresse oxidativo, através da supressao de VDAC3
e VDAC2(21,84).

Ha evidéncia crescente do papel das diferentes isoformas de VDAC na
tumorigénese. Estudos sugerem que VDACs podem facilitar o crescimento de
células tumorais, ao promover maior adaptagao celular a glicolise anaerébia e
facilitar o acesso ao ATP pela interagdo com hexoquinases (85). Neste sentido,
Mato et al. detectaram maior expressao de VDAC2 em tumores de tireoide e
seu silenciamento levou a maior resposta a terapia antitumoral com sorafenibe
(20). Em tumores de endomeétrio, a hiperexpresséo génica de todas as isoformas
de VDAC também foi associada a menor sobrevida global (16). Somam-se a
estes, estudos em tumores clorretais, pulmonares, gastricos e em leucemia, nos
quais VDAC1 se mostrou mais expresso, com correlagao positiva a pior
prognéstico clinico(86—89)

Por outro lado, o tratamento quimioterapico e/ou uso de indutores de
apoptose promove a hiperxpressao de VDAC1, demonstrando o seu papel na
inducao da apoptose, o que faz a modulagdo do gene promotor de VDAC1 um

alvo terapéutico promissor na tumorigénese. (63)
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OBJETIVOS

2.1- Objetivo geral
Avaliar a expressao génica de VDAC e membros da familia BCL-2 em

adenomas pituitarios.

2.2- Objetivos Especificos

Descrever o perfil clinico e de imagem dos pacientes portadores de adenomas
hipofisarios atendidos no estado do Maranh&o;

Caracterizar a expressao dos genes VDAC-1,VDAC-2, e membros da familica BCL-
2 (BAK e BAK) em adenomas pituitarios.

Associar os perfis de expressao génica das isoformas de VDAC e de membros
da familia BCL-2 as caracteristicas clinicas e imagenologicas dos adenomas
pituitarios;

Avaliar achados da expressao génica das isoformas de VDAC, BAX e BAK

como potenciais preditores do comportamento biolégico dos adenomas pituitarios.
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RESUMO

Introducdo: Os adenomas pituitarios sdo tumores benignos com prevaléncia
elevada e curso clinico eventualmente agressivo, contudo, a tumorigénese
destas lesdes ainda ndo é completamente compreendida em nivel biomolecular.
As proteinas BAK1 e BAX tém papel fundamental na apoptose e interagem com
as proteinas VDACs, cujas expressdes tém se mostrado aumentadas em
tumores malignos, com impacto no seu prognostico. Objetivo: avaliar a
expressdo génica de VDAC1, VDAC2, BAK1 e BAX e sua associagdo a
caracteristicas clinicas e imagenoldgicas de Adenomas Pituitarios. Métodos:
Foram analisadas 117 amostras tumorais. Dados epidemioldgicos e clinicos
foram coletados e a invasividade foi avaliada pela escala de Knosp. A expressao
génica foi examinada por rtPCR. O método 2”(-DDCt) foi utilizado para analise
da expressao relativa. Resultados: A amostra foi composta por 48 homens e 69
mulheres, classificados como Adenoma N&ao Funcionante (NF), Acromegalia e
Doenca de Cushing. Comparando-se ao tecido normal, houve uma reducao
significante da expressao de VDAC1 nos grupos Acromegalia e NF. A expressao
de BAX foi menor nos trés grupos. Nao houve diferenca na expressao de VDAC?2
e BAK1 em relacdo a pituitaria normal, contudo VDAC2 foi hiperexpresso em
tumores com recrescimento. Foi verificada, ainda, correlacdo fortemente
negativa na expressado BAX e BAK1, nos tumores corticotréficos. Concluséao: A
subexpressao de VDACL1 e BAX pode estar relacionada a resisténcia a apoptose
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dos APs; ja a hiperexpressdo de VDAC2 em tumores com recrescimento pode
sugerir um papel antiapoptético desse gene. Mais estudos precisam ser
conduzidos para melhor compreensao do papel desses genes na tumorigénese
pituitaria.

Palavras-chave: Adenoma Pituitario, VDAC, BAX, BAK, Apoptose.

ABSTRACT

Introduction: Pituitary adenomas are benign tumors with a high prevalence and
an occasionally aggressive clinical course, however, the tumorigenesis of these
lesions is not yet completely understood at the biomolecular level. The BAK1 and
BAX proteins play a fundamental role in apoptosis and interact with the VDACs
proteins, whose expressions have been shown to be increased in malignant
tumors, with an impact on their prognosis. Objective: to evaluate the gene
expression of VDAC1, VDAC2, BAK1 and BAX and their association with clinical
and imaging characteristics of Pituitary Adenomas. Methods: 117 tumor samples
were analyzed. Epidemiological and clinical data were collected and
invasiveness was assessed using the Knosp scale. Gene expression was
examined by rtPCR. The 2*(-DDCt) method was used for relative expression
analysis. Results: The sample consisted of 48 men and 69 women, classified as
Non-Functioning Adenoma (NF), Acromegaly and Cushing's Disease. Comparing
to normal tissue, there was a significant reduction in VDAC1 expression in the
Acromegaly and NF groups. BAX expression was lower in the three groups.
There was no difference in the expression of VDAC2 and BAK1 in relation to
normal pituitary glands, however VDAC2 was overexpressed in tumors with
regrowth. A strongly negative correlation was also observed in BAX and BAK1
expression in corticotrophic tumors. Conclusion: Underexpression of VDAC1
and BAX may be related to resistance to apoptosis of APs; The overexpression
of VDAC?2 in regrowing tumors may suggest an antiapoptotic role of this gene.
More studies need to be conducted to better understand the role of these genes
in pituitary tumorigenesis

Keywords: Pituitary Adenoma, VDAC, BAX, BAK, Apoptosis.
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Introdugao:

Os adenomas pituitarios (AP) constituem um grupo heterogéneo de
lesdes com curso clinico majoritariamente benigno e prevaléncia global estimada
em 89,1/100.000 (1). Apesar de apenas 0,2% destes tumores apresentarem
potencial de metastase (2), um percentual consideravel deles possui
caracteristicas de agressividade, que podem ser definidas pela presenga de
invasividade local, resisténcia ao tratamento clinico-cirurgico, e alto potencial de
crescimento (3-5).

Varios sistemas de classificacdo de agressividade dos APs foram
propostos nos ultimos 20 anos (5-7), sem consenso em relagao ao papel de
marcadores moleculares na tumorigénese pituitaria, como o indice Ki-67 ou a
expressao de p53, abandonados pela mais recente classificagdo da OMS,2022,
que define subtipos mais agressivos destas lesbes com base nos achados
histopatoldgicos e de fatores de transcricao (8—10). Portanto, até o momento,
nao ha marcador bioquimico capaz de prever, confiavelmente, o comportamento
clinico dos APs.

Neste cenario, despontam componentes-chave do processo de morte
celular programada, cuja compreensao ¢é fundamental no ambito da
tumorigénese. As proteinas BAX (BCL-2-associated X protein) e BAK (BCL-2
antagonist killer 1) sdo consideradas efetoras essenciais da apoptose, ao formar
poros que permeabilizam a membrana externa da mitocondria (MEM) e sua
inibicdo foi identificada em cénceres de mama, pulmdo e neoplasias
hematoldgicas (11,12)

A proteina VDAC (canal i6nico dependente de voltagem) compde cerca
de 10% da MEM e interage com proteinas pro apoptéticas da familia BCL-2,
formando poros na MEM que permitem a liberagéo e citocromo C e levam a
apoptose (13). Existem 3 diferentes isoformas de VDAC nas células de
mamiferos. VDAC1 foi identificada em maior numero de células, tem maior
capacidade de transporte molecular e tem papel essencialmente pro-
apoptotico(13).

Em diversos tumores, a hiperexpressdo de VDACT ja foi demonstrada,
com repercussdes importantes no seu curso clinico. JOZWIAK, P. et al
verificaram maior expressao de VDACT em células tumorais de endométrio, em

comparagao ao tecido normal (14). Ja em tumores de es6fago mama, colon e
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préstata, a redugao da expressao de VDACT foi associada a menor proliferagcéo
celular e melhor resposta terapéutica (15). Em tumores benignos e,
particularmente, em APs, dados da expressao de VDAC17 sao escassos.

VDAC?2 atua recrutando as proteinas BAK e BAX para a MEM e inibindo
a apoptose mediada por BAK, ao formar complexos com sua forma inativa,
possuindo, portanto, papel anti-apoptético (16). Estudos tem demonstrado que a
interacao com VDAC2 é essencial para induzir apoptose mediada por BAX, mas
pode ser dispensavel para a apoptose mediada por BAK1. Em tumores de
tireoide, o aumento da expressao de VDACZ2 foi encontrado em todos subtipos
histologicos e seu silenciamento levou a maior sensibilidade a quimioterapia
(17).

Ainibicdo da apoptose ja foi associada a agressividade em outros tumores
previamente e pode, razoavelmente, estar associada a agressividade dos APs
(18). O papel de VDACs e sua possivel interagcdo com proteinas da familia BCL-
2 na génese e progressado nesses tumores ndo foi estudado até o momento,
permanecendo, ainda, um desafio a identificacdo de marcadores clinicos
confiaveis para os APs. Adicionalmente, a maior compreensao dos papeis
desses marcadores pode contribuir para possiveis novos alvos terapéuticos para
0s APs.

Metodologia
2.1 Participantes e amostras

As amostras tumorais avaliadas neste estudo foram obtidas de casos
acompanhados no ambulatério de neuroendocrinologia do Hospital Universitario
da Universidade Federal do Maranhdo — HUUFMA, Sao Luis, Maranhéo, Brasil.

Foram incluidos pacientes com idade superior a 18 anos, de ambos os
sexos, que apresentaram diagnoéstico de AP e foram submetidos a hipofisectomia
pela equipe de Neurocirurgia do HUUFMA, com ampla experiéncia em cirurgia
pituitaria. Nao foram incluidos pacientes menores de 18 anos ou que a analise
histopatoldgica tenha sido incompativel com AP.

Esta pesquisa foi aprovada pelo comité de ética do Hospital Universitario
da Universidade Federal do Maranhao, com CAAE n°® 95176418.5.0000.5086.
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2.2 Avaliagao Clinica

O diagndstico de AP foi estabelecido com base em um quadro clinico
correspondente e exame de ressonancia magnética da hipofise compativel com
o diagndstico, avaliagao histopatolégica, além de um painel hormonal avaliado
por meio de imuno-histoquimica.

Os tumores foram classificados conforme o tipo clinico conforme as
diretrizes mais recentes publicadas, sendo incluidos no estudo 3 grupos:
adenomas né&o funcionantes (NF), corticotropinoma (doenga de Cushing) e
somatotrofinoma (Acromegalia) (19-21). N&o foram incluidos pacientes
portadores de gonadotrofinomas, tireotrofinomas e prolactinomas pela auséncia
de dados suficientes e analise histopatolégica confirmada nesses grupos em
nossa amostra.

Os dados clinicos foram coletados no Servico de Endocrinologia do
HUUFMA, e os dados referentes as analises histopatologicas foram coletados

no Servigo de Anatomia patolégica do HUUFMA.

2.3 Extracao de acidos nucleicos e sintese de cDNA

O DNA do tecido neoplasico foi extraido utilizando o BIOPUR Kit de
Extragcdo Mini Spin Plus (Mobius, PR, Brasil), enquanto que o RNA desse
material foi isolado por meio do RNeasy mini Kit - QIAGEN seguindo as
recomendagdes dos fabricantes. Os acidos nucléicos obtidos foram
quantificados em espectrofotdmetro NanoDrop Lite (Thermo Scientific). Para a
sintese do cDNA, 1 ug de RNA foi submetido a reagao de transcri¢ao reversa
(RT-PCR) utilizando o kit High Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied

Biosystems) seguindo as recomendagdes do fabricante .

2.4 Analise da expressao génica de VDAC

A avaliacdo da expressao génica de BAX, BAK1, VDAC1 e VDAC?2 foi
realizada pela técnica de PCR quantitativa em tempo real — (QPCR). Utilizou-se
(TagMan® and Custom TagMan® Gene Expression Assays) oligonucleotideos
iniciadores, previamente descritos para os genes estudados e para o gene de
referéncia GAPDH. Todas as rea¢des foram realizadas com 100 ng de cDNA em
um volume total de 50 pl, TagMan® Universal PCR Master Mix (Applied
Biosystems) e o conjunto de primer/sonda pré-concebido e marcado (Assays-on-
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Demand™ Gene Expression assay, Applied Biosystems ). As amostras foram
analisadas em duplicata, controles negativos foram incluidos e os produtos de
PCR foram verificados usando analise de curva de dissociagdo imediatamente
apos RT-PCR. A reacéo de PCR seguiu as seguintes etapas: Incubacéo inicial a
50°C por 2 minutos; ativagao da polimerase a 95°C por 2 minutos; desnaturacéo
95°C por 1 segundo; e extensao a 60°C por 20 segundos em 40 ciclos (17). A
avaliagao da expressao de VDACs, BAX e BAK1 foi realizada no aparelho Rotor
gene Q da Qiagen. Todas as amostras foram analisadas em duplicata para cada
gene testado. A quantificagdo relativa da expressao génica foi calculada pelo

método 2-DDCt utilizando tecido hipofisario normal como calibrador.

2.5 Analise estatistica

Os dados foram processados utilizando os recursos dos softwares SPSS
versao 27.0 (IBM, Chicago, IL, EUA) e GraphPad Prism versao 9.5.1 (GraphPad
Software, San Diego, CA, EUA). A estatistica descritiva incluiu medidas de
frequéncia, média, mediana, desvio-padrao (xdp) e intervalo interquartilico (11Q).
Os dados de quantificagao relativa (RQ) das expressdes génicas de VDACH1,
VDAC2, BAX e BAK foram estimadas em relagao ao valor controle (RQ = 1).

Os testes Qui-quadrado ou exato de Fisher foram aplicados para
comparar a distribuicdo de frequéncias dos dados clinicos e terapéuticos entre
os grupos de diagnéstico do adenoma pituitario (acromegalia, doenca de
Cushing e tumor nao funcionante). A normalidade da distribuicdo das variaveis
de expressodes génicos foram avaliadas através do teste Shapiro—Wilk. Devido a
verificacdo de distribuicdo ndo normal, teste ndo paramétricos foram
selecionados. O teste Wilcoxon (Wilcoxon signed rank test) para amostra isolada
foi utilizado para comparar o RQ da categoria investigada como RQ controle. O
teste Mann-Whitney foi utilizado para a andlise comparativa da expressao
génica entre as categorias das variaveis clinicas e terapéuticas em cada grupo
diagnostico. Além disso, o coeficiente de correlagdo de Spearman (rs) foi
calculado para estimar a forga de correlagao entre as expressdes génicos e cada
grupo de diagndstico do adenoma pituitario.

Para todas as analises o nivel de significancia adotado foi de 5% (P
<0,05).
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3. RESULTADOS
3.1. Caracterizagcao demografica e clinica da amostra

Um total de 117 pacientes (48 homens e 69 mulheres) com média de idade
de 48,5 (£13,2 anos) foram incluidos no presente estudo. O tempo médio de
diagndstico foi de 2,5 1,9 anos.

A apresentacao clinica mais frequente foi Adenoma NF (73/117 - 62,4%),
seguida por Acromegalia (24/117 - 20,5%) e Doenca de Cushing (20/117 -
17,1%). A maioria apresentava, ao diagndstico, macrotumores (77/117 - 65,8%)

e quase um terco (34/117- 29,1%), tumores gigantes (Tabela 1).

TABELA 1. Caracterizagdao demografica e clinica dos pacientes com
Adenoma Pituitario.

Variaveis média +dp N (%)
Sexo
Masculino 48 (41,0)
Feminino 69 (59,0)
Idade (em anos) 48,5 13,2
Faixa etaria
<30 anos 9 (7,7)
31 a 40 anos 27 (23,1)
41 a 50 anos 30 (25,6)
51 a 60 anos 27 (23,1)
61 anos ou mais 24 (20,5)
Apresentacéo clinica do AP
Acromegalia 24 (20,5)
Doencga de Cushing 20 (17,1)
Nao funcionante 73 (62,4)
Tamanho do tumor
Micro 6 (5,1)
Macro 77 (65,8)
Gigante 34 (29,1)

+dp = desvio-padrao. AP = adenoma pituitario.

Sobre os dados que caracterizam agressividade dos APs, 5,1% dos
pacientes realizaram radioterapia e 21,4% da amostra havia sido submetida a
mais de um procedimento cirurgico (Tabela 2).

Dentre os pacientes com Acromegalia e Doenga de Cushing, 56,8%
realizava uso de medicagao para tratamento do AP e 45,5% obtiveram controle
bioquimico da doenca.

Além disso, observou-se que 42,7% dos pacientes apresentaram algum
aumento tumoral apés a cirurgia. Os tumores mais invasivos (categorias 3 e 4

de Knosp) representaram 37,6% da amostra.
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TABELA 2. Distribuicdo das variaveis relacionadas a agressividade e
invasividade dos adenomas pituitarios.

Variaveis n (%)
Numero de cirurgias realizadas
1 92 (78,6)
2 19 (16,2)
3 5 (4,3)
4 1 (0,9)
Realizou radioterapia
Sim 6 (5,1)
Nao 111 (94,9)
Uso de medicamento para AP?
Sim 25 (56,8)
Nao 19 (43,2)
Controle Bioquimico®
Sim 20 (45,5)
Nao 24 (54,5)
Aumento do tumor apés cirurgia
Sem aumento 67 (57,3)
<10% 12 (10,3)
11 a 30% 10 (8,5)
31 a50% 5 (4,3)
>50% 11 (9,4)
Sem informacao 12 (10,3)
Classificacdo Knosp
0-2 (menos invasivo) 73 (62,4)
3-4 (mais invasivo) 44 (37,6)

AP = adenoma pituitario. 'Frequéncia calculada na amostra total de pacientes com

Acromegalia e Doenga de Cushing.

3.2. Distribuicao das caracteristicas clinicas e terapéutico por grupo
diagnéstico

A Tabela 3 apresenta a analise comparativa das variaveis clinicas e
terapéuticas entre os grupos clinicos do adenoma pituitario. Houve diferengas
estatisticamente significantes na distribuicdo entre os grupos para as variaveis
tamanho do tumor (P <0,001) e uso de medicacao (P = 0,007).
Destaca-se que a frequéncia de 1/4 de micro tumores no grupo doencga de
Cushing, enquanto no grupo de tumores nao funcionantes, observou-se a
presencga apenas de macro tumores (61,6%) e tumores gigantes (38,4%). Além
disso, o controle medicamentoso foi mais frequente no grupo acromegalia do

que na doenga de Cushing (75% versus 35%).
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TABELA 3. Distribuigdo das caracteristicas de agressividade e invasividade

de acordo com o tipo de adenoma pituitario.

Fatores clinicos e Grupo ACRO Grupo CUSH Grupo TNFU P
terapéuticos n (%) n (%) n (%)

Tamanho do tumor <0,001*
Micro 1 (4,2) 5 (25,0) 0 (0)
Macro 18 (75,0) 14 (70,0) 45 (61,6)
Gigante 5 (20,8) 1 (5,0) 28 (38,4)
Numero de cirurgias 0,768
Uma 19 (79,2) 17 (85,0) 56 (76,7)
Duas ou mais 5 (20,8) 3 (15,0) 17 (23,3)
Realizou radioterapia 0,416
Sim 1 (4,2) 2 (10,0) 3 (4,1)
Nao 23 (95,8) 18 (90,0) 70 (95,9)
Uso de medicagao 0,007+
Sim 18 (75,0) 7 (35,0) - -
Nao 6 (25,0) 13 (65,0) - -
Controle Bioquimico 0,245
Sim 9 (37,5) 11 (55,0) - -
Nao 15 (62,5) 9 (45,0) - -
Crescimento poés cirurgia 0,519
Nao 17 (73,9) 12 (60,0) 38 (61,3)
Sim 6 (26,1) 8 (40,0) 24 (38,7)
Classificacdo Knosp 0,092
0-2 18 (75,0) 15 (75,0) 40 (54,8)
3-4 6 (25,0) 5 (25,0) 33 (45,2)

ACRO = acromegalia. CUSH = doenca de Cushing. TNFU = tumor nao funcionante. *P
<0,05 através do teste qui-quadrado ou exato de Fisher.

3.3. Expressao dos genes VDAC1, VDAC2, BAX, BAK1 de acordo com
apresentacao clinica do adenoma pituitario

A Figura 1 apresentam a anadlise a expressao diferencial dos genes
investigados de acordo com a apresentagao clinica do AP. Os resultados
mostraram que houve uma redugdo significante da expressao de VDACT no
grupo Acromegalia (RQ mediana = 0,47; P = 0,029) e Tumor nao funcionante
(RQ mediana = 0,57; P = 0,002). A expressao de BAX apresentou redugao
significante nas trés apresentagdes clinicas investigadas: Acromegalia (RQ
mediana = 0,31; P <0,001), Doencga de Cushing (RQ mediana = 0,21; P = 0,007)
e Tumor nédo funcionante (RQ mediana = 0,41; P = 0,005).

As expressdes dos genes VDAC2 e BAK1 nao apresentaram diferencgas
significantes em relagao ao controle em nenhuma apresentagao clinica dos AP
avaliadas(P>0,05).
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FIGURA 1. Mediana e intervalo interquartilico da expressao génica diferencial de
VDAC1 (A), VDAC2 (B), BAX (C) e BAK1 (D) de acordo com o tipo de adenoma
pituitario. ACRO = acromegalia. CUSH = doenca de Cushing. TNFU = tumor nao
funcionante. Teste Wilcoxon para uma amostra: ns = nao significante, *P <0,05, **P
<0,01, ***P <0,001, **** P <0,0001.

3.4. Correlacao entre expressoes dos genes VDAC1, VDAC2, BAX, BAK1
por grupo

No grupo acromegalia ndo foram observadas correlagbes significantes
entres as expressdes génicas.

No grupo Doenca de Cushing, observou-se uma correlacdo forte
inversamente proporcional entre as expressées de BAX e BAK1 (rs = -0,829; P
=0,005).

Ja no grupo de Tumores NF, foi identificada uma correlagao direta fraca
entre BAX e BAK1 (rs = 0,278; P = 0,048) (Figura 2).
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FIGURA 2. Matriz mostra os coeficientes de correlacio de Spearman entre as
quantificacoes relativas da expressao génica de VDACI, VDAC2, BAX, BAK]I, idade
e tempo de diagnostico do adenoma pituitario nos grupos acromegalia (A), doenc¢a
de Cushing (B) e tumores nao funcionantes (C). ACRO = acromegalia. CUSH =
doenc¢a de Cushinh. TNFU = tumor nao funcionante.
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3.5. Expressao diferencial dos genes VDAC1, VDAC2, BAX, BAK1 de acordo com
o comportamento clinico do tumor

A Tabela 4 apresenta a analise da diferenga da expressao génica em relagédo ao
controle de acordo com o tamanho tumoral e o grau de invasividade avaliado pela escala
de Knosp modificada. Observou-se uma reducgao significante da expressao de VDAC1
(RQ mediana = 0,49; P <0,001) e BAX (RQ mediana = 0,43; P <0,001) em macro
tumores. Sub-expressdo de BAX também foi observa nos tumores gigantes (RQ mediana
=0,18; P <0,014).

Por outro lado, foi observada um aumento significativo da expressao de VDAC?2
entre os pacientes que apresentaram aumento tumoral pés-cirurgico (RQ mediana =
1,46; P = 0,042). Além disso, notou-se sub-expressao de BAX independente o grau de
agressividade da classificagao Knosp.

E importante destacar que a expressdo de BAK? ndo apresentou relagdo com
nenhum parametro de manifestagao clinico ou comportamento biolégico de AP incluido

neste estudo.

TABELA 4. Expressao diferencial dos genes VDAC1, VDAC2, BAX e BAK de acordo

com o tamanho e invasividade do adenoma pituitario.

VDAC1 VDAC2 BAX BAK1
RQ P RQ P RQ P RQ P
Med valor Med valor Med valor Med valor

Fatores clinicos e
terapéuticos

Tamanho do tumor

Micro 1,60 0,437 151 0437 0,32 0625 0,80 0,875
Macro 0,49 <0,001 1,03 0,149 0,43 <0,001 1,03 0,257
Gigante 0,74 0,467 0,73 0,835 0,18 0,014 0,53 0,465
Crescimento pés-cirurgia

Sim 0,58 0097 146 0,042 0,34 0054 0,64 0,724
Nao 0,57 0,001 069 0,855 0,32 <0,000 0,92 0,561
Classificacao Knosp

0-2 0,57 <0,001 0,82 0628 0,32 <0000 0,89 0,713
3-4 0,59 0,343 1,39 0,066 0,36 0005 0,83 0,707

RQ = quantificagao relativa comparada ao controle (RQ = 1). Negrito indica diferengas
estatisticamente comparado ao controle (RQ = 1). P valor calculado através do teste
Wilcoxon para amostra isolada.
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3.6. Comparacgao das expressoes génicas entre as categorias dos dados clinicos e
terapéutico em cada grupo diagnéstico

A Tabela 5 expressa a analise comparativa da expressao génica entre as variaveis
clinicas/terapéuticas em cada grupo diagndéstico. Nao houve diferengas estatisticamente
significante significantes das expressdes génicas em fungcdo das variaveis
clinicas/terapéuticas avaliadas no grupo Acromegalia.

No grupo doenga de Cushing, houve uma expressao mais baixa de VDAC2 entre
0s pacientes que realizaram 2 ou mais cirurgias (RQ mediana = 1,51 versus RQ mediana
=0,09; P 0,028). No grupo de tumor ndo funcionante, observou-se uma expressdo mais
baixa de VDAC1T nos tumores macro comparados aos gigantes (RQ mediana = 0,45
versus RQ mediana = 0,74; P 0,049) e um expressao mais elevadas de VDACT nos
pacientes que realizaram radioterapia (RQ mediana = 1,56 versus RQ mediana = 0,55;
P 0,042).

TABELA 5. Comparagao da expressao dos genes VDAC1, VDAC2, BAX e BAK entre
as categorias da caracteristicas clinicas e terapéuticas de acordo com o tipo de

adenoma pituitario.

. VDAC1 VDAC2 BAX BAK1
Fatores clinicos e
terapéuticos RQ P RQ P RQ P RQ P

Med valor Med valor Med valor Med valor

Acromegalia

Tamanho do tumor 0,873 0,205 0,108 0,923

Macro 0,47 0,88 0,33 0,72

Gigante 0,57 0,47 0,19 1,21

Numero de cirurgias 0,490 0,176 1,000 0,231

Uma 0,47 0,88 0,30 0,59

Duas ou mais 0,55 0,26 0,32 1,92

Realizou radioterapia 0,563 0,118 0,224 -

Sim 0,37 0,09 0,15 -

Nao 0,50 0,73 0,32 0,720

Uso de medicamento 0,395 0,827 0,509 0,604

Sim 0,53 0,72 0,33 0,89

Néo 0,37 1,17 0,26 0,47

Controle Bioquimico 0,160 1,000 0,487 0,295

Sim 0,59 0,61 0,25 0,50

Néo 0,40 0,72 0,32 1,60

Tumor aumentou pés-cirurgia 0,921 1,000 0,920 0,933
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Né&o 0,50 0,72 0,30 0,74

Sim 0,41 1,16 0,33 1,30
Classificagao Knosp 0,815 0,592 0,925 0,641
0-2 0,47 0,80 0,31 0,59

3-4 0,55 0,69 0,32 1,30

Doenga de Cushing

Tamanho do tumor 0,289 0,935 0,150 0,921
Macro 0,72 1,10 0,39 0,72

Gigante 0,70 0,85 0,18 0,92

Numero de cirurgias 0,140 0,028 1,000 -
Uma 0,57 1,51 0,26 0,90

Duas ou mais 3,01 0,09 1,59 -

Realizou radioterapia 0,105 1,000 0,828 -
Sim 0,31 2,20 0,19 -

Nao 0,71 1,09 0,31 0,90

Uso de medicamento 0,087 0,892 0,143 0,582
Sim 0,48 1,51 0,15 1,40

Nao 0,82 0,85 0,34 0,90

Controle Bioquimico 0,840 0,722 0,832 0,630
Sim 0,55 0,77 0,21 0,90

Nao 0,76 1,74 0,31 1,40

Tumor aumentou pés-cirurgia 0,432 0,929 0,874 0,776
Nao 0,77 1,01 0,31 0,81

Sim 0,51 1,34 0,19 0,94
Classificagdo Knosp 0,893 0,080 0,952 0,776
0-2 0,64 0,66 0,26 0,92

3-4 0,70 3,16 0,27 0,52

Tumor nao funcionante

Tamanho do tumor 0,049 0,842 0,131 0,140
Macro 0,45 1,15 0,49 1,23

Gigante 0,74 0,78 0,15 0,48

Numero de cirurgias 0,053 0,449 1,000 0,725
Uma 0,47 1,27 0,44 1,02

Duas ou mais 0,69 0,68 0,34 0,74

Realizou radioterapia 0,042 0,531 0,409 0,349
Sim 1,56 1,74 0,53 0,55

Nao 0,55 1,03 0,40 1,02

Tumor aumentou pés-cirurgia 0,312 0,064 0,362 0,102
Nao 0,55 0,64 0,47 1,16

Sim 0,74 1,56 0,35 0,51
Classificagdo Knosp 0,286 0,256 0,563 1,000
0-2 0,57 0,99 0,40 0,98

3-4 0,57 1,39 0,43 0,92

Negrito indica diferencas estatisticamente entre as categorias dos fatores (P <0,05). P valor calculado
através do teste Mann-Whitney.



DISCUSSAO

Os AP séo tumores benignos, com elevada frequéncia na populagcdo e
comportamento eventualmente agressivo (4). Estudos tém demonstrado a participacéo
de genes relacionados a replicagao celular e a apoptose na patogénese de diversas
neoplasias malignas, no entanto em APs, este processo ainda n&o € completamente
compreendido (22,23). Do nosso conhecimento, este trabalho avaliou, pela primeira vez,
a expressdo génica conjunta de VDAC1, VDAC2, BAX e BAK1 -componentes
fundamentais a apoptose - em tecido pituitario normal e em diferentes subtipos de AP.

A amostra foi composta principalmente por mulheres, com meédia de idade 48
anos, sendo mais frequentes os macroadenomas, de maneira analoga a outros estudos
(1,24,25). Os microadenomas representaram 5,1% dos tumores avaliados e, nesse
grupo, quase todos (5/6) foram adenomas corticotroficos. Estudos prévios mostram que
a maioria dos casos de Doenga de Cushing é composta por lesbes menores que 1cm,
sendo apenas 50% delas claramente distinguiveis a ressonancia magnética (26).
Quanto ao tipo clinico, quase dois tergcos da amostra foi composta por adenomas NF
(62,4%). Tais achados sao consistentes com outros trabalhos que mostram que esse tipo
clinico € 2 a 3 vezes mais prevalente que tumores somatotréficos e corticotroficos,
especialmente entre os tumores gigantes, apresentando-se frequentemente com
sintomas compressivos e dificil ressecabilidade (1,27). A frequéncia de tumores gigantes
em nosso trabalho (29,1%) foi maior que a encontrada na literatura (6-10%), o que pode
ser explicado, em parte, pela dificuldade de acesso ao diagndstico e tratamento em
tempo oportuno em nosso meio (24,28).

Os adenomas NF apresentaram a maior proporg¢ao de tumores invasivos, sendo
45,2% deles classificados como Knosp 3 ou 4 ao diagndstico, contra 25% nos grupos
Cushing e Acromegalia. Hussein et al. avaliaram 379 pacientes com macroadenoma NF
e a frequéncia de tumores Knosp 3-4 foi menor que nossos achados (29%). (29).

O grupo Acromegalia foi 0 segundo mais prevalente em nossa amostra (20,5%),
sendo a maioria (95,8%) classificada como tumores macro ou gigantes ao diagnéstico.
Outros trabalhos mostraram frequéncia de 66 a 70 % de macroadenomas a
apresentacao (30,31). Em nosso estudo, verificou-se, ainda, maior necessidade de uso

de medicagao para controle da doenga, uma vez que 75% da amostra fazia uso de
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analogos de somatostatina (AS) e/ou cabergolina. O controle bioquimico foi atingido em
37,5% dos pacientes, o que demonstra uma resisténcia desses tumores ao tratamento
medicamentoso. Nosso resultado esta em concordancia com outros trabalhos, que
evidenciaram a normalizagédo do IGF-1 em 23 a 40 % dos pacientes com uso de AS
(32,33); Na terapia combinada (cabergolina + AS), evidenciou-se controle bioquimico em
37-56% (35).

O grupo de adenomas corticotroficos apresentou maior frequéncia de
microadenomas, quando comparado ao demais grupos; nao obstante, obteve taxa de
recrescimento comparavel a de Acromegalicos e NFs, nos quais encontrou-se frequéncia
mais elevada de tumores gigantes. Adicionalmente, no grupo da Doenga de Cushing foi
observado maior percentual (75%) de tumores menos invasivos (Knosp 0-2). Como ja
relatado, os adenomas corticotroficos frequentemente se apresentam como tumores
pequenos, com percentuais de recidiva de 28 a 32%, de maneira semelhante aos nossos
achados (36,37).

Nesse contexto, a presenga de crescimento apos terapia inicial representa um
importante marcador clinico de agressividade dos APs (38). Em nossa amostra,
verificamos que 32,4% dos tumores tiveram recrescimento, com taxas semelhantes entre
os distintos grupos. Varios estudos demonstraram taxas de recrescimento de 20 a 50%,
notadamente em algumas mutag¢des associadas a tumores corticotréficos agressivos
(29,39-41).

Este trabalho avaliou pela primeira vez a analise da expressao génica de VDAC1
e VDAC2 em hipdfise normal e em diferentes subitpos de APs, de acordo com nosso
conhecimento. Nesse aspecto, observou-se menor expressdo de VDACT nos
somatotropinomas e adenomas NF em relagdo ao tecido normal. Por outro lado, uma
hiperexpressédo de VDACT foi observada em tumores malignos, notadamente naqueles
de curso clinico mais severo, o que pode estar associado a mudancgas adaptativas no
metabolismo energético das células cancerosas, com aumento da glicolise aerdbica
(efeito Warburg), resultando em maior resisténcia a morte celular (42-50).

Ja em nosso estudo, uma subexpressédo de VDACT1 foi observada nos grupos de
Acromegalicos e de tumores NF, detentores do maior numero de tumores gigantes em

nossa amostra. Este achado pode sugerir que a expressao diminuida de VDACT nesses
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tumores pode induzir resisténcia a apoptose, resultando em tumores de maior tamanho.

E possivel que estas diferencas entre a expressdo de VDACT nos canceres
(hiperexpresso) e nos nossos achados em APs (subexpresso) possam ocorrer por agdes
distintas desse gene na apoptose desses tumores; entretando, estudos da expressao de
VDAC1 em carcinomas pituitarios podem contribuir para uma maior compreenséo
desses achados.

Quanto ao VDAC2, nédo houve diferenga significante na sua expressdo em
comparagao ao tecido normal da hipdfise nos 3 subgrupos de tumores avaliados.
Estudos da expressao de VDACZ2 em tumores benignos s&o escassos e inexistentes em
APs. Ja nos canceres, os resultados da expressdo de VDACZ2 sdo divergentes na
literatura. A hiperexpressao de VDAC?2 ja foi documentada em 2 subtipos de carcinomas
diferenciados de tireoide e seu silenciamento levou a melhor resposta clinica a um
agente quimioterapico (17). Em contrapartida, outro estudo demonstrou que a delecéo
de VDACZ2 em glioblastomas e tumores colorretais de roedores resultou em inibigdo da
apoptose mediada por BAX e pior resposta a agentes quimioterapicos, o que sugere que
VDAC2 pode ser essencial para ativar a apoptose mediada por BAX, limitando o
crescimento destes tumores (51). Diferentemente dos achados em tumores malignos,
nossos resultados nao demonstraram correlagao de VDACZ2 com BAX e BAK7 em APs.
(51-53)

Outro dado interessante deste trabalho foi 0 achado de hiperexpressao de VDAC2
em tumores que apresentam crescimento pos cirurgia. Nesses tumores, o aumento de
VDAC2 poderia induzir um comportamento proliferativo, ja que a proteina VDAC2 pode
formar complexos com BAK, impedindo sua ativacado e reduzindo a apoptose (16,52).
Em melanomas, a disjungao do complexo VDAC2-BAK demonstrou-se capaz de induzir
a apoptose e controlar o crescimento tumoral (53). Contudo, a analise de correlagéo
entre BAK1 e VDAC2, em nossa amostra, ndo demonstrou associacao estatisticamente
significante entre estes genes em todos os subgrupos de tumores avaliados.

Em relacao a BAX, foi evidenciada uma subexpressdo em todos os subtipos de APs
avaliados neste estudo. Desta forma, presume-se que a resisténcia a apoptose mediada
por BAX pode ser um dos mecanismos envolvidos na tumorigénese pituitaria, posto que,

este gene atua como efetor da apoptose em diversas neoplasias (46,54-56). Em APs,
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Ozer et al. avaliaram a expressao imuno-histoquimica de BAX em um grupo composto
majoritariamente por macroadenomas e verificaram a subexpressédo de BAX nos tumores
recidivantes, o que sinaliza para um importante papel dessa proteina na evasao a
apoptose em APs, o0 que parece estar em concordancia com o evidenciado em nossos
achados (57).

No que concerne a BAK1, ndo encontramos, também, diferengas significantes em
sua expressao nos APs, quando comparada a hipéfise normal. Assim como BAX, BAK1
tem papel pro-apoptético e sua expressdao se demonstrou aumentada no cancer (58),
mas nossos resultados sugerem menor importancia desse gene na tumorigénese
pituitaria.

Foi verificada, ainda, uma correlagao fortemente negativa na expressdao BAX e
BAK1, nos tumores corticotréficos e fracamente positiva em adenomas NF. Sabe-se que
BAK1 e BAX sao estrutural e funcionalmente semelhantes, e suas expressdes sofrem
influéncias de diversos fatores (59). E possivel que o papel desses genes nos tumores
acima citados seja determinado por interrelagdes entre ambos e com outros genes nao
estudados (55,59,60). Por outro lado, nao identificamos estudos que tenham avaliado de
maneira especifica a interagdo entre BAK7 e BAX em APs e as diferengas nestas
relagbes de acordo com os subtipos clinicos encontradas n&o sdo, ainda,
compreendidas.

No tocante a invasividade, quando comparados os tumores classificados como
Knosp 3-4 e os tumores Knosp 0-2, n&o foi constatada diferenga na expressao dos genes
estudados. Tal achado pode sugerir baixa influéncia desses genes na invasividade dos
APs, a qual pode estar ligada a vias nao diretamente relacionadas a apoptose mediada
pelos genes investigados.

As principais limitagdes deste trabalho relacionam-se a dificuldade de acesso dos
pacientes ao tratamento em nosso meio, 0 que resultou em uma parcela pequena de
microadenomas, além do numero reduzido de pacientes submetidos a radioterapia.

Em concluséo, a subexpressédo de VDAC1 e BAX identificada neste trabalho pode sugerir
um papel desses genes na resisténcia a apoptose dos APs. Ja a expressao de VDAC?2
demonstrou-se aumentada nos APs que tiveram crescimento pds cirurgia, o que pode

sugerir uma agao anti apoptotica de VDACZ2 nesses tumores. No entanto, estudos futuros
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com maior tamanho amostral sdo necessarios para a melhor compreenséo do papel de
VDACs, BAK1 e BAX na tumorigénese pituitaria e no seu potencial comportamento

agressivo, ensejando, novos alvos terapéuticos para os APs.
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testosterona, estradiol e progesterona, respectivamente. Estrogénio(s) e

progesterona(s) sdo classes de esterdides. Os esterdides ou extratos sintéticos podem
ser considerados membros de umaclasse genérica de esterdides, mas sdo distintos do
ligante cognato natural. Portanto, os termos andrégenos, estrogénios e
progestagenos (ou progestagenos ou gestagenos) devem ser usados quando se
referem a classe de hormonios, ao passo que quando um esteréide natural ou
sintético especifico esta sendo usado ou testado, o composto especifico deve ser

especificado.

Além dos nomes triviais aceitos, os esterdéides devem ser nomeados de acordo com a
nomenclatura sistematica da conven¢ao IUPAC sobre Nomenclatura de Esteréides

(Moss etal Pure & Applied Chemistry 61:1783—1822, 1989) na

https://academic.oup.com/jcem/pages/author_guidelines#apc 60/58
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primeira menc¢ao em uma Unica nota de rodapé definindo todas as abreviac¢des de letras .
Subsequentemente, devem ser utilizados nomes genéricos ou triviais ou abreviaturas de

letras, mas ndo nomes comerciais.

Os nomes twsiviais aceitos incluem colesterol, estrona, (17) estradiol, estriol, aldosterona,
androsterona, etiocolanolona,desidroepiandrosterona, (5) diidrotestosterona, testosterona,
androstenediona, pregnenolona, progesterona,corticosterona, desoxicorticosterona,
cortisona, cortisol.

Nomes triviais podem ser modificados por prefixos indicando substituintes (como em 17-
hidroxiprogesterona para 17-hidroxi-4-pregneno-3,20-diona), liga¢cdes duplas (como em 7-
desidrocolesterol para 5,7-colestadien-3-0l) econfigura¢cdes epiméricas de grupos funcionais,
desde que olocus de epimerizacao seja indicado (como em 3- epiandrosterona para 3-

hidroxi-5-androstan-17-ona).

Lista de verificacao e diretrizes

Folha de rosto
O titulo deve ter 120 caracteres e espagos ou menos e fornecer uma declaragao
concisa e informativa do contetido doartigo. Evite titulos apresentados como perguntas e

jogos de palavras ou titulos codmicos, pois geralmente ndo serdo compreendidos globalmente.
Nomes completos dos autores e institui¢cdes.
N3o mais do que seis palavras-chave.
Informagdes de contato do autor correspondente.

Nome e endereco do autor ao qual devem ser enderegadosos pedidos de

reimpressao.
Quaisquer subsidios ou bolsas de apoio a redagdo doartigo.
Resumo da divulgacdo.

Abstrato
Maximo de 250 palavras e preparado como resumoestruturado .

Nio se refere diretamente ao texto ou referéncias.

Descreve em frases completas o objetivo, métodos,resultados e

principais conclusdes.

Destinado ao publico em geral com terminologiaespecializada

reduzida ao minimo.
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Introducao

Uma declaracdo introdutéria que coloca o trabalho em perspectiva

histérica, explicando sua intencao e significado.

As duas se¢des a seguir sdo esperadas em um artigo de pesquisa:

Materiais e métodos

Descreve com detalhes suficientes para que outrosinvestigadores

repitam o trabalho.

Faca todos os depésitos de recursos apropriados. ConsulteDepésitos de

Recursos para obter instrucdes completas.

Resultados

Os resultados devem apresentar resumidamente os dadosexperimentais em

texto, tabelas ou figuras.

Discussao
Focar a discussdo na interpretagdo e importancia das descobertas ou
informacdes revisadas com comentarios objetivos e concisos que descrevem sua relacdo

com outrostrabalhos nessa area.

Agradecimentos

Incluir nomes de pessoas que contribuiram para o estudo,mas nao atenderam

aos requisitos de autoria.

Disponibilidade de dados

Opgoes descritas na secdao Disponibilidade de dados .

Referéncias
Use o Guia de Estilo da AMA (American Medical Association) para referéncias
permitidas. Liste todos os autorespara a submissao inicial. Veja exemplos de referéncias

formatadas corretamente abaixo.

Listar as referéncias em ordem numérica consecutiva (entre parénteses) no
texto, figuras e tabelas e listar na mesma ordem numeérica no final do manuscrito. As
referéncias em tabelas e figuras devem ser citadas em sequéncia com as do texto. A
numeracio devera passar para a tabela ou figura apds a primeira mencdo da tabela ou figura
no texto. Todas as referéncias na tabela ou figura devem ser citadas em sequéncia. A
numeracio das citagdes devera entdo retornar ao texto e continuar para as citacdes

subsequentes. NOTA: Desde que a sequéncia seja preservada, é aceitavel que uma referéncia


https://academic.oup.com/jcem/pages/Author_Guidelines#resource_deposits
https://academic.oup.com/jcem/pages/Author_Guidelines#resource_deposits
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apareca apenas em uma figura ou tabela. EXEMPLO: Se a Tabelal contém cinco referéncias e a
primeira citagdo da tabela ocorre imediatamente apés a Ref. 10 no texto, entdo as referéncias
numeradas na Tabela 1 deverdo ser Refs. 11-15. No texto, apds a primeira citagdo da Tabela 1, o

sequenciamento das referéncias é retomado com a Ref. 16 e assim por diante.

Os dados suplementares devem ser submetidos a um repositério e citados na
bibliografia do manuscrito. Para obtermais informagdes, consulte Conjuntos de dados

estendidos e materiais suplementares.

Nao cite o seguinte na lista de referéncias:

Observacdes nao publicadasComunicag¢des pessoais
Manuscrito§ enviados Manuscritos em preparac¢ao

Pré-impressoes
L 3
Manuscritos “no prelo” poderao ser incluidos na lista dereferéncias se
L 4
atenderem aos seguintes critérios:

L 4
Aceito paraepublicacdo em um periédico revisado por pares,mas ainda ndo na forma final

publicada

Pode ser cimdo com um DOI (Digital Object Identifier)O nome do diario é fornecido

¢ Resumos: Caso seja necessario citar um resumo por conterdados ndo publicados

em outro lugar, ele devera ser designado como tal no texto e na lista de referéncias.
Exemplos de referéncias:

CITACAO D& DIARIO: Binoux M, Hossenlopp P. Fator de crescimento semelhante a
insulina (IGF) e proteinas de ligacdo ao IGF: comparacao de soro humano e linfa. J Clin

Endocrinol Metab. 1988 ;67(3):509—514.

CITACAO RESUMO: MacLaughlin DT, Cigarros F, Donahoe PK. Mecanismo de acdo da
substancia inibidora Mulleriana.Programa da 702 Reunido Anual da Sociedade Endécrina,
Nova Orleans, LA, 1988, p 19 (Resumo P1-21).

CITACAO D& LIVRO: Bonneville F, Cattin F, Dietemann JL.

Tomografia computadorizada da glandula pituitdria .Heidelberg: Springer-Verlag; 1986; 15—16.

CITAGCAO D® CAPITULO DO LIVRO: Burrow GN. A Tireoide:

nédulos e neoplasias. In: Felig P, Baxter JD, Broadus AE, Frohman LA, eds. Endocrinologia e

metabolismo . 22 edi¢do.Nova York: McGraw-Hill; 1987:473—-507.

CITACAO D® REPOSITORIO: Brown C, Jones M, Cohen M.
Dados de: Processo de regulamentag¢do de dispositivosmédicos: revisdo de avisos e alertas de

seguranca.
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Repositoério Digital Dryad 2017. Depositado em 2 de janeirode 2018.
http://doi.org/10.9561/dryad.585t4

Legendas para Figuras e Tabelas

Forneca todas as legendas separadamente ap6s asreferéncias.

Apenas mini-revisdes: se a figura ou tabela for reproduzida ou adaptada

de fonte previamente publicada,incluir uma linha de agradecimento ao final da legenda.

Descrever de forma clara e completa o contelido da figuraou tabela para que

possa ser compreendido sem referéncia ao texto.

Explique quaisquer simbolos ou o significado de qualquercor que seja

importante para a compreensdo do contetido.
Use descritores de cores conforme necessario.

As figuras e tabelas devem ser numeradas para aparecerem sequencialmente. A
Figura 1 deve ser seguida pelaFigura 2 e quaisquer nimeros subsequentes em ordem
numérica, e a Tabela 1 deve ser seguida pela Tabela 2 e quaisquer tabelas subsequentes em

ordem numérica.

Tabelas
Construa tabelas de forma simples e projete-as para quesejam claras sem

referéncia ao texto.
Forneca um titulo conciso e notas de rodapé, senecessario.

Geralmente, as tabelas submetidas ndo devem consistirem mais de quatro ou
oito paginas manuscritas (para apresentacdo em retrato ou paisagem, respectivamente).
Isso ocorre para que as tabelas compostas sejam limitadas a duas paginas de diario (se na
orientacgdo retrato padrao) ou quatro paginas de diario (se na orientacdo paisagem) com
tamanho defonte normal. Se, quando compostas, as tabelas excederem os limites
especificados, a produgdo e a publicagdo final serdo adiadas até que os requisitos sejam

atendidos.

As tabelas devem ser criadas usando o recurso Inserir Tabela do Microsoft
Word e carregadas como arquivos separados no formato .doc ou.docx ou colocadas no

final dodocumento do manuscrito.

As tabelas ndo podem incluir cores ou graficos.

Diretrizes de Figura

Diretrizes de integridade de imagem
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A Endocrine Society utiliza um processo de triagem forense de imagem

para determinar se ocorreu manipulacgao.

Nenhum recurso especifico em uma imagem pode ser aprimorado,

obscurecido, movido, removido ou introduzido.

Ajustes de brilho, contraste ou equilibrio de cores sdo aceitadveis somente se
forem aplicados a imagem inteira e ndo obscurecerem, eliminarem ou deturparem qualquer

informacdaopresente no original.

O agrupamento de imagens de diferentes partes de um mesmo gel, campo ou
exposicdo, ou de diferentes fontes, deve ser explicitado pela disposicao da figura (ex.: linhas

divisérias) eno texto da legenda da figura.

O autor concorda em fornecer a redagdo os dados originaisutilizados na

producdo da figura, caso solicitado.
Em geral
Revise as Diretrizes de Arte Digital detalhadas.

Se usar cores, apresente informacdes de forma a minimizar a dificuldade dos
leitores com deficiéncia visual decores, por exemplo, usando simbolos e uma paleta de cores

otimizada. Consulte as Diretrizes de preparacao de figuras paradeficiéncia de visao de cores

Os titulos devem ser claros e informativos. Use palavrasminimas nas figuras

e limite a explicagdo das figuras as suaslegendas.
As legendas devem descrever de forma clara e completa ocontetido apropriado.

Taxas de cores serdo aplicadas a todas as figuras coloridasenviadas. Estas nao

podem ser substituidas por versdes em preto e branco apds aceitacio.

As figuras devem ser numeradas para aparecerem sequencialmente. A Figura 1

deve ser seguida pela Figura 2 equaisquer figuras subsequentes em ordem numérica.
Especificagdes
Resolucao:

Figuras de baixa resolu¢do ndo sdo aceitaveis para producao.

Arte linear (mo#iocromatica): 600—1200 DPI Meio-tom (somente escala de
cinza): 300 DPI,

Combinagdo (meeio-tom com tipo ou linhas) ou cor: 600DPI


https://static.primary.prod.gcms.the-infra.com/static/site/jcem/document/ES_DigitalArtGuidelines_2022.pdf?node=182d93a755885893b347
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Formato de arquivo:

Envie um arnquivo por figura.

O formato preferido é EPS, TiFF, PPT e JPG. O formato JPEGnao é preferido, mas sera
considerado caso a caso. ArquivosPNG, BMP e GIF ndo devem ser enviados. Salve as imagens
das figuras como: sobrenome do autor, nimero da figura eextensao do formato do arquivo

(por exemplo, Smith_ figl.eps).

As fontes devem ser incorporadas ao arquivo.
Nome do arquivo:

Use a seguinte convencao de nomenclatura para envio de originais: Sobrenome do autor,

numero da figura e extensao do formato do arquivo (por exemplo, Smith__figl.eps).

Use a seguimte conveng¢do de nomenclatura para figuras revisadas: Sobrenome do autor,
numero do manuscrito,nimero da figura e extensido do formato do arquivo (por exemplo,

Smith_jc.2016-1234_ figl.eps).

Modo de cor:

O modo de eor preferido é RGB.
A densidadeda cor nao deve ser superior a 300%.
Todas as reproducdes de arte colorida impressas resultardoem cobrancas ao autor.

As figuras celoridas ndo sdo convertidas para preto e brancoapds aceitacao.

Sombreamento:
Faga com que os diferentes tons variem em pelo menos 20%,o0u seja, 25%, 45%, 65%.
Graficos:

Graficos com medidas de eixo contendo nimeros muito grandes ou pequenos devem ser
convertidos em notagdes de facil leitura. Exemplo: Para um intervalo de ordenadas de valores
de “contagens por minuto” de 1.000 a 20.000, o valorverdadeiro pode ser multiplicado por 10-3
(a escala leria de 1a 20) e o eixo de ordenadas exibiria “cpm (x10-3) .” Da mesma forma, para
um grafico de Scatchard com valores variando de 0,1 a 2 femtomolar (10—15 M), a escala pode

variar de 0,1 a 2 com a abcissa rotulada “M(x1015).

Os graficos ée barras tridimensionais ndo serdo publicados se ainformacao a que se referem

for apenas bidimensional.

Dados Suplementares
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Dados suplementares ndo siao mais permitidos como uploads enviados com
um manuscrito. Os dados suplementaresdevem ser submetidos a um repositério e o nimero
de acesso fornecido na seciao Referéncias e citado no manuscrito. Para obter mais

informacodes, consulte Conjuntos de dados estendidos e materiais suplementares.



